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頭蓋内胚細胞性腫瘍における細胞周期制御因子 の発現と
そ の 遺伝子異常の解析
金沢大学医学部脳神経外科学諦座 (主任 : 山下 純宏教授)
岩 戸 雅 之
頭蓋内胚細胞性膿瘍は , 組織学的 に は, 精巣胚細胞性腫瘍 と極め て 類似 して い る . 精巣胚細胞性腫揚に お け る分子生物
学的背景 と して p53 お よび mdm2(m urin edo uble min ute2) の 異骨 が報告されて い るが , 頭蓋 内胚細胞性腫瘍 にお ける , p53,
mdm2 に関 して は未だ解明さ れ て い ない ･ 本研 究で は , 頭蓋 内胚細胞性腫瘍 の膿瘍化 の メ カ ニ ズ ム を 明 らか に す る た め に ,
p53遺伝子変異 , mdm2遺伝子増幅, IN K 4a/A R F(inhibito r ofcyclin depe ndent kin a s e4a/alterative re ading fram e)遺伝子異常
を蛍光1本鎖 DN A高次構造多型PC R法, 弁別的P C R法お よ び 直接 シ ー ク エ ン ス 法 を用い て検討 した . さ ら に , P53蛋白お よ
び mdm2蛋白 の 発現を免疫組織化学的 に検討した . 手術標本 より得ら れ た頸蓋内胚細胞性腫瘍21例(胚細胞鹿10例 , 奇形濫7
例, 卵黄嚢腫瘍2例, 絨 毛癌 2例) を対象とした . 21例 中1例 におい てp53遺伝子 エ ク ソ ン 5 に点突然変異を認 め た . md皿 2遺
伝子増幅 は, 21例中3例 に認 めた . p53黄白は , Pab 1801(抗p53抗体) で20例中2例 に , D O 7(抗p53抗体) で20例中15例 に陽
性反応を示 し, mdm2蛋白は , IF2(抗mdm2抗体) で20例中16例 に陽性反応を示した . I N K 4a/A R F遺伝子異常 は , 21例 中14
例 に相同的欠失 が認 め られ , 1例 に点突然変異を認 め た . INE 4a/A R F遺伝子異常は , 胚細胞腫群(10例中9例) の方 が , 非胚
細胞腫群(11例中6例)より高頻度 に存在する傾向 にあっ た b=0.0 9). p53遺伝子, mdm2遺伝子 お よ びIN K 4a/A R F遺伝子 の 遺
伝子群の 中で , 少なくと もひ と つ 以上 の遺伝子 に異常を認 め た もの は 21例中17例 で あ っ た . 以上 よ り, 頭蓋内胚細胞性腫瘍
にお ける p53 およ び mdm2の 発現お よび 遺伝子異常 の パ タ ー ン は 精巣胚細胞性腫瘍と類似 して お り, 両者 は, 組織 由来 が同 一
で ある こ と が推察され, p14
ARFb14alte rn ativ e re ading血･a m)- mdm2-p53腫 瘍抑制経路 に関わ る遺伝子異常を高頻度 に認 め る こ
とか ら , こ の腫瘍抑制経路の 崩壊 が頭蓋内胚細胞性腫瘍 の腫瘍化 に関与 して い る こと が 示唆 され た .
瓦 野 W O rds intr acra nialge rm Celltu m ors, p53, mdm2,INI包a/A R F lo cu s, C ellcycle regulator
頭蓋内胚細胞性腫瘍 (intra cr a nialger m c elltu m o r s,I C G T)
は , 比較的稀な頭蓋内原発 の 脳腫瘍である . 仝脳腫瘍中に お け
る そ の 発生頻度 は, 欧米 で は0.3 % か ら3.4 %, 本邦 で は2.1 %
か ら12.7 % と報告 さ れ , 本邦で 発生頻度が高い の が 一 つ の 特徴
と なっ て い る1)
､ 8)
. 組織 学的に生 殖器原発 の 腫瘍群 と極 め て類
似 の像を呈 し, そ の時微 か ら5型 [胚細胞腫 鹿e rmin o ma), 奇
形臆 (te r ato m a), 卵 貴 重膿瘍 (yolks a ctu m o r), 胎児 性癌
(e mbryo nalcar Cin o m a), 絨毛癌 (cho rio c ar Cin o ma)] に分類 さ
れ て い る7)9). こ れ ら の 腫瘍群 に対 して は 手術 , 化学療法, 放
射線療法を含む集学的治療が行わ れ て い る が , そ の 治療反応性
お よ び 臨床的予後は , その 組織型 に依存 して 異 な っ て い る3)10)
すなわ ち, 胚細胞腫 の 大部分 は, 化学療法お よ び放射線療法 に
て 完全寛解 と な る が , 一 方で 胚 削包腫以外 の 胚細胞性膿瘍 (奇
形鹿 , 卵黄葵腫瘍, 胎児性病, 絨 毛癌) は, 化学療法お よ び放
射線療法 に抵抗性を示す8). しか し, I C G Tの 細胞増乱 発生原
因の 分子生物学的背景 に関 して は , 不明な 部分が多く, その 分
子生物学的背景 の 相違 が , 胚細胞腫 と胚細胞腫以外 の 胚細胞性
腫瘍間の 治療反応性 に関与 して い る と考えら れ る .
近年, 悪性腫瘍 の 分子 生物学的研究の 進歩 に よ り, 様 々 な腫
瘍化 の 機構 が解明 さ れ つ つ あ る . 特 に , p5 3 とp16 サイ ク リ ン
依 存性 キ ナ ー ゼ4a 阻害因子 (p16 inhibito r ofcyclin depe nde nt
kin a s e4a,p16
Ink4a) を 中心と した細胞周期制御因子の 異常が腫瘍
化 , すなわ ち増殖能およ び 不死 化の 獲得 に深く関与 して い る こ
と が 明 らか に な っ て きた 11卜 16). 細胞周期 にお ける Gl期か らS
期 へ の 移行 は, 網 膜芽細胞腫蛋白質(r etin obla sto m apr otein ,
pRB) の リ ン 酸化 に伴 い , pR B か ら転写因子 E2 Fが 解離す る こ
と に よ っ て進行す る
17n8)
. p53, p16
h k4aな ど は, pR Bの リ ン 酸化
を制御する こ とで 細胞周期を制御す る と考えら れ て い る 1 9卜 21)
さ ら に , p53 は多機能性 の 蛋白質であり, そ の 過剰発現 に より
ア ポ ト ー シ ス を誘発する こ と が 知 られ て い る1 1卜 13). 最近 に な
りp1 6Ink4 aを コ ー ドす るIN K 4a遺伝子 の 遺伝子座 [9番染色体短
腕 (9p)21] に は, こ の 遺伝子の エ ク ソ ン 2 とエ ク ソ ン3を共有
す る他 の 遺伝子 , A R F(alte rnative re ading fra m e)遺伝子も存在
す る こ と が 明ら か にな っ た22)23)(図1). ヒ ト にお い て , p16
Ink 4a
平 成11年11月25日受付, 平成12年1月14日受理
Abbr eviatio n s: A P RT･ ade nin epho spho ribo syltr an sferas e;A R F, alte rn ativ e re adingfr a m e; D R, dopa min e
re ceptor;IC G T,intr acra nialge rm C elltu m ors;IN K4a,inhibitor ofcyclin depende ntkin ase 4a; mdm 2, m u rin edo uble
min ute2;N G G C T･ n O n-ge r min om ato u sge rm C elltu m o rs;P G,
`
pu r ege mino mas; pR B, r etin oblasto m aprotein;P14
A R F
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は156の ア ミ ノ 酸か ら なる 蛋白であり, A R F遺伝子が コ ー ドす
るp14
A RF
b14alte rn ativ e re ading fra m e) は132の ア ミ ノ 酸か ら
な る蛋白 である . そ の 遺伝子座 は , I N K 4a/ARF遺伝子座と呼
ばれ て お り, 多くの 種類の 腫瘍 にお い て , そ の 遺伝子座 の 異常
が高頻度で ある こ と が 報告され て い る15)16). 最 初p14A 肝は マ ウ
ス p19
A肝 b19alte rn ativ e r eading &a m e) の ヒ ト相同体 と して発
見 さ れ た . こ の 蛋白 は p16
1N K4aと は異 な る プ ロ モ ー タ ー 領域 を
有 し, そ の 機能は , mdm2蛋白(m u rin edo uble min ute2)がp53
を エ ビキ チ ン 化 し, p53 の分解 を進め る 作用を抑制す る こ と に
ょりp53の 活性 レ ベ ル を上 げる こと で あ る
2 4ト 28)
. こ の 一 連 の
相互関係を示す経路 b14AI(
F
- mdm2 - p53pathw ay) の 異常が膿
瘍化 に関与 して い る考え られ て い る
29)
.
本研 究で は , IC G Tを対象 と して p53蛋白 お よ び m dm2黄白
の 発現を免疫組織化学法を用 い て検討 し, さ ら に p53遺伝子,
mdm2遺伝子 お よ びI N K 4a/A R F遺伝子 の 異常を弁別的PC R法,
1本 鎖 D N A高 次 構 造 多塑 (single str a nd c o nfo r m atio n
polymO rphis m, SS C P)P C R法お よか直接 シ ー ク エ ン ス 法を用 い
て検討 した .
対象 お よび方法
Ⅰ . 対 象
1988年か ら19 98年ま で に 金沢大学脳神経外科学教室で外科
的切除 さ れ たIC G T 21例を村象と し た . その 病理組織学的分類
につ い て は, 世 界保健機構 (W H O)脳腫瘍分腰 に従 っ た
3 0)
. 内
訳 は胚細胞腫10例 , 奇形腫7イ軌 卵黄嚢腫瘍2例 , 絨毛癌2例
で あ っ た . 免疫組織化学用に は , 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに
て標本を固定後 パ ラ フ ィ ン にて 包埋 した .
Ⅱ . 免疫組織化学
1 . 各種蛋白質 に対す る抗体
抗 p53抗体, 抗 mdm2抗体 に は , 以下 の もの を用 い た . 抗 ヒ
ト P 53モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体2種 (マ ウ ス IgG l, ク ロ ー ン
Pab 1801, On coge n eRe s e a rch Produ cts, Ca mbridge, U S A お
よ び マ ウ スIgG 2b, ク ロ
ー ン D Ot7, ダ コ ･ ジ ャ パ ン , 京都);
抗 ヒ ト mdm2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(マ ウ スIgG 2b, ク ロ ー ンIF 2,
On c ogen eRe s e ar ch Produ cts , Ca mbridge , U S A). 抗p53抗体
は , い ず れ も野生型p53 お よ び変異型 p53の 両 者を認識す る抗
体であ る.
Exons:1β 1α Z 3
Fig. 1. ⅥleIN K4a/A R F lo c u s. Gen o mic s equ e n ce s e n c oding
p16
TNK4a
are defin ed by c o mpletely filled regio n s within the
bo x e sde sign ating ex o n sl, 2 and 3, Whe re asthe s egm e nts of
e xopslβ a nd 2 thate n c ode A R Far ede血I ed byshadedare as･





r egio n s. Splicingbetw e e nthe e x o n si indic atedbythe
c o n n e ctinglin e s, a nd e x o nl a nd■1β ar eindic atedto hav e
S epar atepr O m Ote r S.
49
2 . 免疫組織染色
4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 固定後, パ ラ フ ィ ン に包捜 して
厚 さ4〃 m の 切片を作製 し, ポ リ
ー L - リ ジ ン (和光純薬, 大
阪) 処理 ス ライ ドグ ラ ス 上 に貼り付け乾燥 させ た . キ シ レ ン
(和光純薬)を用い て 脱パ ラ フ ィ ン し, 0.1 M P B S(pH 7.4) で 洗
浄篠, 0.01M クエ ン 酸緩衝液(pH 6.0) 中で 500 W, 3分間の マ イ
ク ロ ウ エ ー ブ処理を7回繰り返 し, 抗 原性 の 賦備化を行 っ た .
0.3 %過酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内 因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を失
晒させ , P BS で洗浄後, 非特異的反応抑制の た め , ブ ロ ッ キ ン
グ抗体 (正常 ウ サ ギ 血清)を室温 で20分作用 さ せ た . 次に , 抗
体 希釈用緩衝液 (D A K O) で 抗 ヒ トP 53モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体(ク
ロ ー ン Pab1801) は100倍に希釈, 抗 ヒ トP53モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 (ク ロ ー ン D O-7) は100倍 に希釈 , 抗 ヒ ト mdm2モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体(ク ロ ー ンIF2)は20倍 に希釈し, こ れ ら 一 次抗体を室
温で 2時間反応 させ た. さら に , 二次抗体の ビオ ナ ン 化ウ サ ギ
抗マ ウス IgG抗体 Ⅳe ctorLav o ratorie sIn c. , Bu rlinga m e, U S A)
を室温 で1 0分反応 させ た . ア ピ ジ ン ー ビオ チ ン ー ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 複合体(avi dine-bit in-PerO Xidas e c o mple x)法 と0.005 %過
酸化水素加0.02% ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Sigm a, St. Lo uis, U SA)
処理 によ り発色さ せ , ヘ マ トキ シリ ン で核染色を行 っ た . 抗 ヒ
トP 53モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体の 陽性 コ ン トロ ー ル と して は, 肺癌
の 頭蓋内転移の 標本を用い , 抗 ヒ ト mdm2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体
の 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して は, 軟部組織肉腫 の 標本を用 い た .
ま た陰性 コ ン トロ ー ル は, 一 次抗体を抜い た もの と し た.
3 . 免疫組織染色 の 評価
各抗体 の 免疫組織標本 に つ い て 腫瘍細胞巣を含 む200倍の 鏡
検視野3箇所 にお い て それ ぞ れ 100個 の 細胞中の 陽性細胞数を
計測 し, その 平均を百分率で評価 した . 陽性率が1 0 % 以 上,
10 %未満 の 標本をそれ ぞれ 陽性 , 陰性 と定義 した .
Ⅱ . 弁別的 P C R法お よび1本鎖 D N A S S C P-P C R法 お よ び
直接 シ ー クエ ンス 法に よる遺伝子異常の解析
1 . D N Aの 摘 出




方法 に従 っ た . 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで固定後, パ ラ フ ィ
ン に包埋 し た厚 さ4〃 m の 切片をH E染色 し, 腫瘍細胞巣が含ま
れ て い る こ と を確認 し た. 1標本あ たり未染の 連続切片3枚を
月ヨい , ス ラ イ ド グラ ス 上 よ り切片を剥が し, キ シ レ ン に て脱パ
ラ フ ィ ン を した. 上 清を捨 て た後99.5 %エ タ ノ ー ル (和光純薬)
で再拝速さ せ洗浄後, 微量高速冷却遠心器(ト ミ ー 精工 , 東京)
に て1000 0rpm , 5分間, 4℃の 遠心分離 を2回行 っ た . 上 清を
捨 てた 後1 99.8 %ア セ ト ン (和光純薬)を加え, 10 000rpm , 2分
間, 4 ℃ で遠心分離 した . 上 宿を可 及的 に除去衡 50℃で10分
間振 盟乾燥 さ せ た . プ ロ テ ナ p ゼ K (QI A G E N, H ilde n,
Ge r m any)を加 え, 55 ℃ で3時間振漁後, 98℃ で10分振盤 させ
プ ロ テ ナ ー ゼ E を失宿 させ た . 一 部を取り260nm の 吸光度を測
定 し て D N A濃度を計算 した .
対照と して健常人の D N A を用 い た . DN Aの 抽出 は, 末梢血
5ml を採取 し, 室温で4 000rpm , 10分 間遠心分推 した. 中間層
(リ ン パ 球層)を採取 し, Q仏a mp Tis su eKit(QIA G E N)を用 い
て D N Aを抽出 し た . 一 部 を取り2 60n m の 吸 光度を測定 し て
D N A濃度を計算 した .
p14 alte rn ativ e r eading fra m e; p16Ink4a,p16 inhibitor ofcyclin depe nde ntkin ase4a;SS C P, Single str and co nfo rm atio n
polym o rphis m;T G T,te Sticularger m celltu m ors
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2 . プ ラ イ マ ー の 作 成
p53遺伝子 , mdm2遺伝子 お よ びI N E4a/A R F遺伝子 の 塩基配
列 はゲ ノ ム デ ー タ ベ 山 ス (Ge n o m eDate Bas e, B altim o re, US A),
ま た は 文献
21)か ら引用 した . ま た P C R プ ライマ ー は 文献
33卜 36)
より引用 し, プ ライ マ ー の 合成は Amersha m P har m a cia Biote ch
(東京)に委託 し, 各プ ライ マ ー は5
き
末端 に ヨ ー ドジ カ ル ポ チ ア
ミ ン (indodic arbo cy amin e, Cy5, Amersh am Phar m a CiaBiote ch, 東
京)の 蛍光色素 にて 標識 した. 表1 に使用 した プ ライ マ ー の 部位,
塩基配列, P CR産物の 大きさを 一 覧に して示す.
3 . 弁別的P C R法37)
mdm2遺伝子増幅 お よ びIN K 4a/A R F遺伝子欠失 の 解析を行
っ た . 内部 コ ン ト ロ ー ル は, mdm2遺伝子 に対 して は, ド
ー パ
ミ ン 受容体(dopamin e re c eptor, D R)遺伝子を用 い , I N K 4a/A R F
遺伝子に対 して は, ア デ ノ リ ボ シル 転移酵素(ade nin epho sp-
ho ribo syltr an Sfe rase, A P RT) 遺伝子を用い た . 各プ ライ マ ー セ
ッ トはセ ン ス プライ マ ー の み 蛍光色素で標識 し, ア ン チ セ ン ス
プ ライ マ ー は非標識と した .
P C R反応 に は, 抽 出 した染色体 D N Aの うち2ngを1回の 反応
の 鋳型と して用 い た . 反応 液は , 終濃度が5pm olの 標 的遺伝子
の プラ イ マ ー と内部 コ ン トロ ー ル 遺伝子 の プラ イ マ ー の 2 セッ
ト, 20 0iLM の 各 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (d A T P, d C T P,
Jコ
d G T P, d T T P), 0.2 5単位 の Taq D N A ポ リメ ラ
ー ゼ (Pe rkin-
Elm e rApplied Bio syste m sD ivisio n, No r w alk, U S A), P C R反
応緩衝液 [終濃度10m M Tris-H Cl(pH 8.3), 50m M K Cl, 0.01 %
ゼ ラチ ン](Perkin-Elm e rApplied Bio syste m sDivisio n) お よ び
1.5m M MgC12 (Pe rkin-Elm e rApplied Bio syste m sDivisio n) に,
滅菌蒸留水を加え全量 10/∠‖こ調整 した . こ れ に15〃1の ミネ ラ
ル オ イル (Pe rki汁Elm erApplied Bio syste m sDivisio n) を重層さ
せ , 堰 酸増幅装置 タ カ ラサ ー マ ル サ イ ク ラ ー Craknr aT her m al
Cycle r)4 80(宝酒造 , 大津) で P C R反応を行 っ た . 反 応 は ,
95℃で 3分間の 熟変性 し, 各プ ラ イ マ ー セ ッ トの ア ニ ー リ ン グ
温度 に応じ たサ イ ク ル プ ロ グ ラ ム を行 い , 最後に 72℃10分間
の 伸長反応を行 っ た . 表2 に標的遺伝子 と内部 コ ン トロ
ー ル の
各プライ マ ー セ ッ トの 観み 合 わせ , サ イ ク ル 条件と サ イ クル 数
を 一 覧 に し て 示す . P C R反応後 , 増 幅産物 を反応停止液
仏m er sha m P ha r m acia Biote ch) にて 希釈 し, オ
ー トシ ー ク エ ン
サ ー (A L Fr ed D N A Sequ e n ce r, Phar m acia Biote ch, M ilw a uke e,
U S A) にて 解析 した . シ ー ケ ン ス ゲ ル は Lo ngRa nger50 % Gel
Solutio n(F M C BioProdu cts , 宝酒造 , 東京) と尿素(am e rSha m
phar m a Cia biote ch) を用 い て作成 し, ゲ ル 板 は 恒温循環装置
(MultiTe mp Ⅲ, Pha r m a cia Biote ch) に て4 5 ℃の 定温 に した .
1× T 出sヰ ウ 敵E D T AOB E)緩衝液に て34 W定電圧で泳動 した ,
Tablel. Oligon u cle otideprim eTS uS edforthe an alyse s ofthep53, mdm2,I N K 4a/A R F,D R and A P R T豆en es









IN Ⅸ.4a/ARF e xl α
INK 4a/A RFex2A
IN E 4aノA R Fe x2 】∋
IN E4a/ARFe x2C
INK4a/A R Fe x3






















- A AATGGGACAGG T AG G A C CT G-3
r
5-q GAG G GC TT TGA TGT TC C 甘G A-3
.
51- GG G AG CAG CA TG GAGC CG-3
'
5一- AG CT TC C TT T CC G TC ATGC-3
-
5㌧AG C C C AA C TG C GC C G AC-3
'




















-CAG G GA ACACA T TC CT T TG C-3
一
5.-CT G T G ACTG CT TGTA G ATG G-3
1
5■-A A CAG C C CTGTC G T CTCTC-3
r
























-C CAG GTC CAC G G G CA G A-3
1
1 4 7





- C TG T A GG AC C C T C G GT G AC T GA TGA-3
1
169
5._A CCAC GA A A AC C CT C ACTC G-3
' 1 7 4
5T-G AC T mC G AG G GC C T T TC C-3
' 2 1 2
5
.
-GTGTG GC A T AGT A G T TG AGTG G-3
1 1 1 3
5
一
-T G GA A A GCTGTT T A C TG C G-5
. 13 4
mdm2, m urine double minute 2;IN K 4a/A RF,inhi bit or ofcyclin depe ndentkin ase4a/alte m ativ ere ading fra m e; D R, dopa min ere ceptor;
A P R T, adenin ephosphoribosyl tr an sfer as e; X, eX O n･
Table2. Conditio nsfordiffe rentialP CR
Den atur atio n An n ealing Exte n sio n
Ge n e [Te mper atu re(℃) [Te mperature(℃) 【Te mper atu re(℃) Cycle
/Dur atio n(Se C) の uration(sec) n)u ratio n(s ec)
mdm2and DR
INK4a/ AR Fe x2A
andAPR T
DR, dopa min e re ceptor;eX,eX On;A P RT, adenin epho sphori bo syl tra nsftr ase･
頭蓋内胚細胞性腫瘍 にお ける細胞周期制御因子の 解析
mdm2遺伝子増幅の 判定 は , D NA 定量 ソ フ ト (Alle inks
versi｡ nl.0, Phar m a cia Biotech, M ilw a uke e, U S A) を用い た ･
mdm2遺伝子 お よ び D R遺伝子の D N A断片の 泳動距離 に相当す
る蛍光強度 ピ
ー ク 領域 の 面積を各々 測定 し, P C R増幅産物量と
し た. 健常 人の D N Aを対照 と して mdm2遺伝子 と D R遺伝子の
p c R増幅産物量の 比 匝dm2/D R)の 平均値 区 = 0･97)お よび標準
偏差 βD = 0.22)を求め, 盲+ 4S D以上 を遺伝子増幅あり と した･
同様に , IN K4a/A RF遺伝子欠失 の判定 は , INK4a/A 肝遺伝
子 エ ク ソ ン 2と A P R T遺伝子 の P C R増幅産物量の 比(エ ク ソ ン
2/亜 叩 の 平均値 区 = 0･99) お よ び 標準偏差(S D
= 0･18) を求
め,､更 - 4 SD 以下を遺伝子 に相同的欠央ありと した ･ また , 遺
伝子の 相同的欠失の 陽性 コ ン ト ロ
ー ル に は, グリ オ
ー マ 培養細
胞系列U251を用 い た .
4 . 蛍光SS C P- C R法3 5)38)
1本鎖 の D N A はその 塩基配列 に従 っ て 独自の 立体構造を と
る . こ の た め , 1塩基 で も異なるもの が あれ ば , たと え 同 じ長
さ の D N A断片で あっ て も, 非変性 ゲ ル で 電気泳動 を行う と異
な る 泳動度を示す. こ の 原 理を利用 し て p53遺伝子 お よ び
I N E4a/A R F遺伝子 に多型性 がある か どう か を検討 し た ･ 各プ
ライ マ ー セ ッ トは セ ン ス プライ マ ー , ア ン チ セ ン ス プライ マ
ー
ともに 蛍光色素で標識 した .
p c R反応 に は, 抽 出した染色体D N Aの う ち2ngを1回の 反応
の 鋳型 と して 用 い た . 反応 液 は終膿度 が 5pm olの プラ イ マ
ー
1 セ ッ ト, 2 00FLM の各デ オ キ シ l)ボ ヌ ク レ オ チ ド (d A T P,
dC T P, d G T P, d T T P), 0.2 5単位 の Taq D N A ポ リメ ラ
ー ゼ
(Perkin -Elm e rApplied Bio syste m sDivisio n), P C R反応横筋液
[終濃度10m M
r
n･is- H Cl(pH 8.3), 50m M K Cl, 0･01 %ゼ ラチ ン]
(Perk in-Elm e rApplied Bio syste m sDivisio n) お よび p53エ ク ソ
ン 5, エ ク ソ ン 7 およ び エ ク ソ ン 8の 場 合は 終濃度1･2 5m M の
M gCl2, P53エ ク ソ ン6 とI N K4a/A R F遺伝子 の 場合 は終濃度
1.5m M の M gC12に , 滅 菌蒸留水を加え全量10FLl に調 整 し た･
また , I N K 4a/A R F遺伝子の P C R に対 して は, 終濃度10 % ジメ
チ ル ス ル ホ キ シ ド[dim e仇勇 sulfo xide, D M S O(和光純薬)] を
加えた . こ れ に15plの ミネ ラ ル オ イ ル (Pe rkin
- Elm e rApplied
Table3. Co ndit o nsforS SC P-PCR
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Bio syste m sDivisio n) を重層 させ , 核酸増幅装置 タ カ ラサ
p マ
ル サイ ク ラ ー 480(宝酒造)で P CR反応を行 っ た . 94℃で3分間
の 熱変性 の 後, 各プラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ温度 に応 じた サ イ
ク ル プロ グラ ム を行 い , 最後 に72℃ 10分間の 伸長反応を行 っ
た . 表3 に各 プ ライ マ ー の サ イク ル 条件 と サイ ク ル 数を
一 覧 に
し て 示す . P CR反応後, 増帽産物を反応停止液(a m e r sha m
phar m a Ciabiote ch) に て希釈 し, 9 5℃5分間の 熱変性を行 っ た ･
熟変性後氷水 にて 急速冷却し, オ ー ト シ ー ク エ ン サ
ー (A LFred
D N A Sequ e n c er, Phar m a Cia Biote ch) にて解析 した･ シ
ー ケ ン
ス ゲ ル は , 2 % N N
,
- メ テ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 溶液
(a m e rsha m pha r m aciabiotech) と40% ア クリル アミ ドIE F溶液
(a m e rsha m phar m a ciabiote ch) を用い て ビ ス アク リ ル ア ミ ドと
ア ク リ ル アミ ドの 比が1村99の 8 - 14 % ポ リ アク リル ア ミ ド濃度
勾配ゲ ル を作成 した. ゲ ル板 は恒温循環装置(M d mmpⅢ) にて
16 ℃の 定温にし, 1× T B E緩衝液にて4G W定電圧で泳動 した.
5 . P C R直接 シ ー ケ ン ス 法 に よ る塩基配列 の決定39)4(})
P C R法 に より増幅した D N A断片の うち, 蛍光1本鎖 D N A高
次構造多型 P C R法で 異な る泳動度を示 した 症例対 し, P C R直
接 シ ー ケ ン ス 法 に よ る塩基配列 の 決定を行 っ た . D N A サ イ ク
ル シ ー ケ ン ス キ ッ ト (Pe rkin- Elm e rAp plied Bio syste m s
Divisio n, Califo r nia, U SA) を用 い て シ
ー ケ ン ス 反応を行い ,
D N A シー ケ ン サ ー 3 73(Pe rkin - Elm e rApplied B io system s
Divisio n, C alifo rnia, U S A) にて 解析 し た . シ
b ケ ン ス プ ライ
マ ー には 各 P C Rプラ イ マ ー を その まま使用 し , 鋳 型 には 反応
後 の P C R反応液より, マ イク ロ コ ン ー100(宝酒造, 東京) に て
過剰 なプライ マ ー や塩 を除去 した もの を使用 した . 反応は 核酸
増幅装置 タ カ ラ サ
ー マ ル サ イ ク ラ ー 4 80(宝酒造)を使用 し,
9 5℃で 3分間の熱変性 の 後, 変性 95℃3 0秒 , ア ニ
ー リ ン グ
50℃4 0秒, 伸 長反応72 ℃40秒 の プロ グラ ム で30 サイ クル 行 っ
た 後, 最後 に72℃10分間の 伸長反応を行 っ た ･ 反応後は フ ェ
ノ ー ル / ク ロ ロ ホ ル ム 抽出に て過剰な プ ライ マ
ー
, 蛍光色素を
除去 し, エ タ ノ ー ル 沈殿に て反応産物を回収 した ･ シ
ー ク エ ン
ス ゲ ル は Lo ngRanger(A T Bio che m, 束洋紡績, 束京)を用い
1× T B E緩衝液 にて40W 定電圧 で 泳動 した .
Den atu ratio n An n e aling
Ge n e [Tem peratur e(℃) 【Tem per atur e(℃)






IN K 4a/ARFe xl α
I N K 4a/A RF ex2 A
I N K 4a/A R Fex2B
IN K 4a/A R Fe x2C
INK 4a/A RF e x3
INK4a/AR FexlβA





























































































































SSC P,Single str andconfor m atio npolym o rphis m;Se C,Se COnd;eX, e X O n･
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Ⅳ . 統 計学的検討 tu m o rs, N G G CT)# に分け, 両者の 比較検討を行 っ た . 2群 間
統計学的検討 は, 胚細胞腫 bu r ege r min o m a s, P G)群 と胚 の 比較は フ ィ ッ シ ャ
ー 法 (Fishe r
'
s e x a ctprobabilityte st)の 検定
細胞腫以 外 の 胚細胞性腫瘍 (n o n-ge r min o m ato u sger m c ell を行 い , 5 %未満 を有意差あり と し た･
Table 4. p53 expression andgen e status, mdm2 expr essio n and gen eamplific atio n, and I N K 4a/A R F loc us alter atio nsinintr acranial
ger m cell tu m ors
Tu m o r
ty pe 篭





26 5 16/M/P P G
- / + WT O.58 H D
2832 Ⅰ6/F/S PG -/ + WT + 0.2 2 H D
2853 21/M/S PG
- / - WT + 0.3 9 H D
2962 16/M/P PG -/- WT O.1 4 HD
2985 20ノM /P PG H/- W T{. + 1.1 4 H D
3 241 19/M/P PG -/+ WT + 4.3 5* W T
3408 60/M/P P G - /+ WT + l.3 2 H D
3437 18ノM/P PG +/+ W T + 2.4 8* H D
3477 19/M/P PG
-
/+ WT O.02 H D
35 73 7/M/P PG -/+ W T + 2.63* H D
NG G CT
3516 11/M/P M T N E W T N E l.53 H D
3378 15/M/P M T
-
/+ W T + 0 .2 1 W T
2626 25ノM/P M T
q
/+ W T + 0.81 H D
26 3 3 1 5/M/P M T
･ -
/
- W T + 0.34 WT
2630 4几4/P IT - /+ W T + 0.08 W T
3384 5/Mn
) I T -/+ W T･ 0.29 H D
3413 14/M 仲 IT 十/+ ex o n5 + 1.01 IID
C4 5 1(C｣> W T
T)P151
2577 10/F/P セs - /+ W T + 0.7 8 H D
3 475 18/Mn) YS -/+ WT + 1.55 IN K 4a:




25 91 12/M /S CH - / - WT + 0.83 H D
3234 7/M/P CH N/+ W T + 0.67 W T
PG,pu regerminom as;NG G CT,n On-germin o m atousger m c ell tu m ors;
mdm2, m urin edoble min ute2;I N K4a,inh ibitor ofcyclindependen tkin ase4a;
A R F, altern ativ e re adingf王a m e;D iag. ,diagn o si; amP. , a mPlific atio n;P,Pin e alregoln;
S,S uPr aS ellarreglO n;P G,Pu regermin o m a;M T, m at ureter atO m a;
IT,im m atu re terato m a;Y S,yOlks actu m o r;C H,Cho rio c ar cin o m a;NE, n Ot e X a min ed;
-
,im m u n o n egative; 十,im m u n op sitive; DR, dopa min e r ec epto r;W T, Wildty pe;
H D,ho m o zygo usdeletio n.
*Case ofmdm2gen e a mplific atio n.
Table 5. Su m mary ofp53 expr essio n and gen e status, mdm2 e xpresio n a nd gene a mplific atio n, a nd
IN K4a/A R F lo c us alter atio nsfrequ en ciesin 2 1intra cra nialgerrnce11 tu m ors
Tu m or p53IHC p53 mdm2 IHC mdm2ge ne I N K4a/A R F







10/75 4.8 80 14.3 7 1.4
10/70 0 70 30.0 90.0
10/80 9.1 90 0 54.5
IC GT,intracr anilger m c e11 tu m ors;PG,Pu reger min o m asミNG G CT, n O n
-
ger min o m ato usger m c e11tu m o rs･
頭蓋内胚細胞性膿瘍 にお ける 細胞周期制御因子の 解析
成 績
表4, 表5 に全症例 の 免疫組織化学 , p53遺伝子変異 , mdm2
遺伝子増幅 お よ びI NI也a/A R F遺伝子異常 の 解析結果を示す ･
Ⅰ . 免疫組織化学
正常 コ ン ト ロ ー ル と して p53蛋白 は , 肺 癌の 頭蓋内転移巣の
腫瘍細胞核 に, mdm2蛋白 は , 軟 部組織肉腫の 膿瘍細胞核に陽
性反応 を認め た . IC G T に おい て腫瘍細胞核に p53蛋白の 発現
が認め ら れ , Pab 1801抗体 で は 20例中2例 (1 0 %) (胚細胞腫
1イ札 未熟奇形腫1例) に陽性反応 が認 め ら れ , D O 7 で は20例
中1 5例 (75 %) (胚 馴包腫7例, 音形 腫2例 , 未熟寄形艦3イ札
卵黄嚢 腫瘍 2例 , 絨 毛 癌 1例) に陽性反応 が認 め ら れ た ･
Pab 1801抗体 に陽性を示 し た2例 は , D O 7抗体 に お い て も陽性
を示 した . ･山 方, mdm2蛋白 の 発現 は , 同様に腫瘍椚胞核 に認
め られ , 20例中16例 (80 %) (胚細胞腫 7例, 成熟寄形腫3例,
未熟奇形膿2例, 卵黄嚢膿瘍2例, 絨毛癌2例) に陽性反応が認
め ら れ た . 図2 に抗 p53抗体 お よ び抗 mdm2抗 体 に陽性反応を
示 した 代表例 の 組織像を示す. ICGT に お い て p53蛋白お よ び
mdm2蛋白 は高頻度に発現 し てお り , p53蛋白お よ び mdm2蛋
Fig. 2. Repr e se ntativ e c a s e sof im m u n or e a ctivity again st anti
-
p53a nd a nti- mdm2 antibodie s. (朗Im m u n o staining ofp53
(D O 7)in apu r ege r min o m a(c as e2665)･ 田)Im m u n o staining
of m dm2 with I F 2 in a yolks a ctu m o r(c a s e3475)･
Im m u n o re a ctivityis re strictedto the n u cleiofthe tu m or c ells
inbothcases∴ me s calebar s atthebotto mindic ate20FL m ･
53
白両者の 発現が , 20例 中12例 に認め ら れ た が, p53蛋白の 発現
と mdm2蛋白の 発現 に統計学的相関関係 は認 め ら れ なか っ た .
成熟 奇形魔 の 1例 で標本 が極微量 の た め に, 免疫組織化学的検
討を加える こ とが で きなか っ た .
Ⅰ . p5 3遺伝子変異の検出
IC G T 21例 に蛍光SS CP-P C R法を用い て p53遺伝子 の 変異を
解析 し た. IC G T 21例の うち , 抗p53抗体 の Pab1801 と D O 7の
両者 に 陽性反応を示 した未熟奇形脛の 1例 (4.8 %) の み , エ ク








3 0 0 3 2 S 350
Tim e(min)
Ex o n5
Fig.3. A c a s e c a rrying p53 m utatio n(c a s e341 3,im m atu re
ter ato ma). 仏)Flu or es cenc eJba sed single strandc o nfo r m atio n
polym o rphis mboth 血
･
O mthe s a m epatie nt sho w s adifEe r ent
m obilitYShift(arro w s)in e x o n5 in thetu m or as c o mparedwith
blo od. T hehoriz o ntalaxis sho w s el ctr ophor etictim e(min).
7Yle V ertic alaxis sho w sflu o re s ce ntinte n sity 肝I)(%). (B)The




ク エ ン ス 法に よ り遺伝子変異配列を決定 した . 対 照の 血 液と 比
較 した 異常 バ ン ドの ピ ー ク と p53エ ク ソ ン5の 直接 シ ー ク エ ン
ス の 解析結果を図3 に示 した . p53蛋白 の 15 1番 目 の プ ロ リ ン
brolin e, Pro) を コ ー ドす る C C C がセ リ ン (s erin e,Se r) を コ ー
ドする T C Cへ と 変異 して い た.
∬ . m dm 2遺伝子増幅の検出
弁別的P C R法を用い て mdm2遺伝子増幅を解析 した . IC G T
2 1例 の うち, 抗 m dm 2抗 体 に 陽性反応を示 し た 16例中3例
(14.3 %)[胚細胞腫3例] に mdm2/D R値 の 高値 (症例 324 1;
4.35, 症例 343 7; 2.4 8, 症 例353 7;2.63) を示 し , こ の 3例 に
mdm2遺伝子増幅を認 め た . 遺伝子増幅の 解析結果 の 代表例を
図4 に示 し た . 抗 m dm2抗体 に 陰性 反応を示 し た 4例中 に
mdm2遺伝子増幅は認め ら れ な か っ た . ま た , mdm2遺伝子増
幅を認 め た3例 は 全例抗p53抗体(D O 7) に 陽性反応を示 した .
しか し, mdm2遺伝子増幅と p53蛋白 の 発現 に統計学的相関関
係 は認め られ なか っ た . mdm2蛋白の 発現が認 め ら れ た症例 の
一 部 に mdm2遺伝子増幅を認め た .
Ⅳ. ⅠⅣⅨ4a/A R F遺伝子異常の検出
弁別的P C R法お よ び 蛍光S S C P- R C法を用い てI N K 4a/A R F
遺伝子異常を解析 した . 弁別的P C R法 に お い て, I C G T 2 1例中
14例(67.7 %) [胚細胞腫 9例, 成熟奇形鹿 1例, 未熟裔形腫
Fig. 4. A r epr e s e ntativ e c a s e c a r rying m dm2 ge n e
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2例, 卵黄嚢腫瘍 1例, 絨毛癌 1例]に相同的欠尖 が認 め ら れ た .
相 同的欠失 の 解析結果を図5に示 した . ま た蛍 光SSC P-P C R法
に お い て , 卵 黄裏腹瘍1例(4.8%)で エ ク ソ ン2 に異常バ ン ドの
ピ ー ク が 認め られ た . 同症例 に お い て 直接 シ ー ク エ ン ス 法 に よ
り遺伝子変異配列を決定 した . 村照の 血 液 と比較した異常 バ ン
ドの ど ー ク とI N K 4a/A R F遺伝子 エ ク ソ ン 2 の直接 シ ー ク エ ン
ス の 解 析結果を図 6 に示 し た . 1塩 基 T の 挿 入が 認 め ら れ ,
IN K 4a 蛋白の 76番目の ア ス パ ラ ギ ン酸 (aspar aginic a cid, Asp)
を コ ー ドす る G A C がス ト ッ プ コ ド ン を コ ー ドす る T G Aへ と 変
異 し て い た . さ ら に , A R F蛋白の 9 8番目 の ア ル ギ ニ ン
(argimin e, Ard) を コ ー ドす る C G A がフ レ ー ム シ フ ト し, ロ イ シ
ン Oe u cine, Leu) を コ ー ドす る C T Gへ と変異 し, 98番目か ら全
く異な る ア ミ ノ 酸配列 に変化 し, 本来132個 の ア ミ ノ 酸 か ら な
る 蛋白が , 160番目 にス ト ッ プコ ド ン をコ ー ドす る m Gを有す
るもの へ と 変異 し て い た.
I N E 4a/A R F遺伝子異常 に閲 し , P G群 で は 1 0例中 9例
(90 %) に 遺伝子欠失が認 め ら れ , N G G C T群 で は1 1例中6例
(54.5 %) に遺伝子欠失ま た は 変異が認 め ら れ た . 両群 にお ける
I N K 4a/A R F遺伝子異常 の 比較 にお い て統計学的有意差 は認 め
られ な か っ た (p=0.09). しか し , P G群 の 方 が N G G C T群 よ り
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考 察
IC G T は組織学的にその 時微か ら5塑 (胚細胞腫, 寄形阻 卵
貴幸腫瘍, 胎児性病, 絨毛痛) に分類され て い る7)9). ま たその
組織由来 は原始生殖細胞か ら分化する と考えら れ て おり , 精巣
胚細胞性膿瘍(te stic ularge rm Celltu m or s, T G T)と 同 じ起源で
あ る と推測され て い る
43)L 45)
. Nakaga w aら
咽 は , 免疫組織化学
的研究 に お い てI C G T は, 組織学的所見か ら T G Tと 区別す る こ
と は難 しい と報告 して い る.
近 年, Fleisch hacke rら
47)やRio uら4 8)や Guillo uら49)は , T G T
に お ける p53 お よ びmdm2の 分子生物学的異常を報告 した . そ
れ らは , p5 3蛋白の 発現頻度 は高 い が p53遺伝子変異 は稀 であ
り, m dm2の 遺伝子増幅を伴う場合も含 め mdm2蛋白の発現頻
度が高い 傾向にある と述べ て い る .
一 般 的に多く の 腫瘍 の 病態 に , p53蛋白の不活性化が重要な
役割を担 っ て い るが , ほ と ん ど の タイ プの 膿瘍で は , そ の原因
は p53遺伝子 の 異常である こ とが報告 されて い る
50)
. p53張白
の 不活性化 の 他 の原田と して野生 型 p53蛋白に対す る mdm2蛋
白, ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウイ ル ス E6蛋白, ア デノ ウイ ル ス EI B蛋
白な どの 作用 に よ る場合が確認 され て い る50). その 中で もとく
に , mdm2蛋白 は野生型p53蛋白 に対 し エ ビキ チ ン リ ガ
ー ゼ と
して働き, 野生 型p53蛋白 と結合 し速や か にそれ を分解する こ
と で 不活性化す る51)52). さ ら に mdm2蛋白 は, 野生型p53蛋白
を転写活性化因子 と して有 して おり, p53 とmdm2の 間に自己調
節フ ィ ー ドバ ッ ク ル ー プを形成 して い る
53卜 56)
. Mo m a nd ら
57)は ,
肺癌や 乳癌 な ど代表的な悪性腫瘍 は , p53遺伝子変異 (30.0 -
70.0 %) よりも mdm2遺伝子増幅 (0 - 6.0 %) の 頻度が 低い が ,
T G T お よび軟部組織腫瘍 はp53遺伝子変異(0 - 14.0 %) よりも
mdm2遺伝子増幅(10.0 - 33.0 %)の 頻度が 高い と い う特徴的な
性格を有す ると 報告 して い る.
本研究 にお い て , IC G T 21例中p53遺伝子変異が1例(4.8 %),
mdm2遺伝子増幅が3例(14.3 %)に認 め られ た (表5). p53遺伝
子変異よりも mdm2遺伝子増幅の 頻度が高い と いう結果は, 上述
した如く多くの 腫瘍組織型の なか でも特異的であり , mO uら亜)や




48)と 報告 して い る点 と類似 し てい た. さ ら に
免疫組織化学的検討 の 結果 , I C G Tは p53と mdm2の 発 現頻度
[抗p53抗体(Pab1801)で 10% , 抗 p53抗体(D O 7) で75 %, 抗
mdm2抗体(IF2) で80%] に関 してもT G Tの そ れ ら [抗p53抗
体 (Pab 18 01) で3 5 %
4 9)
, 抗 p5 3抗体 (D O 7) で 6 7 %
`I 8)
, 抗
mdm2抗体 (IF2) で 73 %
49)] と類似 の 傾向 を示 して い た. こ
れ ら の 結果 はIC G T と T G T が同 一 の 組織 由来 である と い う仮
説 43卜 45)を支持するもの と考えら れ た .
こ れ ま で に, IC G T における p53の 遺伝子異常 に閲 し, Fe ng
ら 5 8)や No z aki ら
59)が 次の よ う に 報告 し て い る . Fe ng ら
58)は ,
p53遺伝子変異が 33 % と高頻度 に認 め る と報告 して い る ･ こ の
報告 の 中 の 症例 の 多く は放射線治療後 の 摘出サ ン プ ル で の ,
p53遺伝子変異 で あり , 放射線治療後 に遺伝子 の 損傷が加わ っ
た 結果を と らえ て い る可能性を否定 できな い . No z aki ら
59)は,
I C G T にp53遺伝子変異 は認 め て お らず , こ の 点で は本研究結
果と合致す る . ま た , い ず れ の 報告も mdm2蛋白 の 発現や
mdm2遺伝子増幅 に関 して 検索 され て お らず, そ の 点で 本研究
と は比較不能であ っ た .
多く の 腫瘍組織型の 免疫組織化学的検索 にお い て, 細胞内で
56
変異型p53蛋白 の 蓄積が報告 され て い る . こ れ は , 変 異型p53
蛋白が野生型 に比 べ よ り安定した状態であ る た め で あ る
6 0)61)
しか し, T G Tを含む い くつ か の 腫瘍組織型に お い て は不安定な
野生塑p53蛋白の 発現を高頻度に認め て い る
47卜 4 9)62 卜65)
. 本研
究 にお い て もp53遺伝子変異 は4.8 %と稀で あ っ た が , p53蛋白
の 発現は , Pab 1801(抗 p53抗体)で 10 %, D O 7(抗p53抗体)で
7 5 % と遺伝子変異 に比 べ て高頻度 で あ っ た . こ の こ と よ り
I C G T におい て も野生型p53蛋白 の 発現が主であ る と 考えら れ
た . 2種 類 の 抗体に よ る陽性率の相違 の 理由は , Rio uら 嘲 や
Guilou ら
49)やSerth ら
66)が述 べ て い るよ うに , 2 つ の 抗 p53抗体
の 感受性 の 遠い に よる もの と考え られ た .
一 方 , m d m 2蛋 白 は , m d m 2遺伝 子増幅 を認 め た 3例
(14.8 %) を含め , IC G Tの8 0 %に発現 して い た . Keleti ら
6n は,
横 紋筋肉腫細胞系列 に お い て , mdm 2蛋白の 発現 は野生型 p53
蛋白の 蓄積 に より自己調節 フ ィ ー ドバ ッ ク ル ー プが 働 い た こ と
によ る と報告 し てい る . 本研究 に お ける免疫組織化学 の 結果 は ,
p53 とmdm2の 間の 自己調節 フ ィ
ー ドバ ッ ク ル ー プ の 働き に よ
りp5 3蛋白と mdm 2蛋 白の 間者 の 発現をみ た も の と考え ら れ
る. しか しなが ら , 4例(20 %)で mdm2蛋白の 発現を認 め る が ,
p53蛋白の 発現を認めず , 3例 (15 %) で mdm2蛋白 の 発現を認
めない が, p53蛋白の 発現を認 め る症例があ っ た (表4). mdm2
蛋白は , p53蛋白 に対 し エ ビキ チ ン リ ガ ー ゼ と して 機能 し, 野
生型p53蛋白 は mdm2蛋白 に より速 や か に分解され る
51)5 2)と い
う最近の報告 か ら前者 の 4例 に つ い て は 説明 でき る . しか し,
後者の3例 に つ い て は , p5 3蛋白と mdm 2蛋白 の 相 互 関係 の 機
序では説明困難 であり , 両 因子 の相互関係 にお ける未知の作用
機序の 存在が考えられ る.
以上 よりIC G T におい て は , p53蛋白と mdm2蛋白 の 相互 関係
の 生理的 バ ラ ン ス の 崩壊 が示唆 さ れ , その こと が p53黄白 を中
心とす る腫瘍抑制 の 機序 に悪影響を及ぼ して い る と考え られ る .
IN E 4a/A R F遺伝子座 は2つ の プロ モ ー タ ー 領域を持ち , 全く
異なる2 つ の 輩自 由16IN K4a蛋白, p14A Ⅳ蛋白) を コ ー ドす る こ と
が報告 され て い る22)23)29). p16
INK 4a 蛋白は , サイ ク リ ン 依存性 キ
ナ ー ゼ の 機 能を阻害す る こと で pR Bの リ ン 酸化を抑制 し細胞周
期をG l期 で停止させ 19卜 21), p14
A RF蛋白 は, p53蛋 白の 分解 に
関与す る mdm2蛋白 の 機能を阻害する こ と で , P53蛋白 の 働き
を安定化する役割を担 っ て い る23 卜26). 肺痛, メ ラ ノ ー マ お よ
び 神経膠芽鹿な ど に お い て この I N K 4a/A R F遺伝子座 の 遺伝子
異常が高頻度 (43-86 %) に存在 し, そ の 多くが 相同的欠失で
あ る こ と が 報告さ れ て い る
15)16)
. Ka m的 ら
28)68)は , p14
A Ⅳ蛋白
の 腫瘍抑制機能 は野生型p53 が存在す る こ と が 必要条件 であ
り, さら に , A R F遺伝子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 中枢神経系 に
腫瘍 (神経膠腫, 神経鞘鹿 , 髄膜腫) が発生 しや す い 傾向にあ
る と報告 して い る .
本研究に お い て , I C G Tの 21例中15例(71.4 %) (P G lO例中9
例 , N G G C T ll例中6例) でI N K4a/A R F遺伝子異常が認 め られ
た . その 内訳 は , P Gの 1 0例中9例 (90 %), N G G C Tの 11例中
5例 (4 5.5 %) で 遺伝子 の相同的欠失 , N G G C Tの 1 1例中1例
(9.1 %)で1塩基挿入 の 遺伝子変異で あっ た.
M iyako shi ら
69)は, I N K4a遺伝子が欠失 して い る マ ウ ス の 線
維芽細胞 に遺伝子導入 しp16
IN K4a蛋 白を強制発現 さ せ る と, 放
射線 に対す為感受性が増強す る と報告 して い る . こ の 報告 は ,
IC G Tに お い て は , I N K 4a/A R F遺伝子異常を高頻度 に認 め る
P G の方が , N G G C T より放射線療法また は化学療法に良好 に反
戸
応す る と い う事実 に反す るもの で ある . しか し , 一 方, Tada
ら
70)は , 悪性 脳腫瘍 にお い て は, 変異型p53蛋白を有す る方 が,
放 射線療法に対 し て の 感受性 が高い と報告 して い る . 本研究 に
お い て , P G で は高頻度 にI N K 4a/A RF遺伝子異常 を認 め る と い
う こ と は, そ れ に 引き続く野生型p53蛋白 の 速や か な失括 を意
味 し, こ の 点 に お い て , Tada ら の 報 告 と
一 致す る と考え ら れ
る . 以上 よ り, P G に おける 高い 放射線感受性 の 原因の ひ と つ
の 解釈と して , P Gにお い て は , P14
AR F蛋白か ら p53蛋白に至る
腫瘍抑制経路 の 異常 が放射線感受性 に関 し て は優位 に働 い て い
る もの と考えられ た.
IC G T は, p53 とmdm2の 発 現, p53遺伝子異常 , mdm2遺伝
子増幅の 頻度 に閲 しT G T と極め て類似
48)4 9)して お り, そ の 結果
は両者 の 同 一 組織 由来に関す る説
43卜 45)を支持するもの で あ る.
しか し, IN ma 価 F遺伝子異常 に関 して は, T G T はIC G Tと異 な
り遺伝子 の 相同的欠失や遺伝子変異は稀(0 - 5 %)で ある
71 卜73)
こ の 結果 と , A R Fノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 中枢神経系に腫瘍
(神経膠腫 , 神経鞘鹿, 髄膜膿) が発生 しや す い 傾向にある68)と
い う報告か ら 考えて , I N K 4a/A R F遺伝子異常 が胚細胞性腫瘍
に お ける発生 部位 に影響を与えて い る 可能性が考え られ た .
p14
ARF蛋白か らp53蛋白 に至 る腫瘍抑制経路 に関 わ る 蛋白
の 遺伝子異常 は P G で 10例中10例 (I N E 4a/A R F遺伝子異常 ,
9 例 ; m dm 2遺 伝 子増幅 , 3例), N G G C T で 1 1例 中7例
(I N K4a/A R F遺伝子座 の 異常, 6例 ; p53遺伝子異常 1例) に認
め ら れ た (表4).
ま た, 遺 伝子異常 を認 めなか っ た4例中3例 は , 免疫組織化
学法 にて mdm2黄白の発現を認め , 蛋白 レ ベ ル で の 異常 を含め
る と21例中20例 (95.2 %) に こ の 経路 に何 らか の 異常を認 め る
こ と に な る . こ の こと より , I G C Tの 発生 に 関 して は , p14ARF-
mdm2-p5 3経路 の 異常が , 重 要な役割を担 っ て い る こ と が 示唆
され た.
結 論
I G C m l例 (胚細胞腫10例 , 奇形腫7例 , 卵 黄裏腹瘍2例, 絨
毛癌2例) に お けるp53遺伝子異常 , mdm2遺伝子増幅, p53 お
よ び mdm2の 発現 , I N K 4a/A R F遺伝子異常を免疫組織化学法,
弁 別的P C R法, 蛍 光S S C P- CR法, 直接 シ ー ケ ン ス 法 に て検討
し, 以 下 の 結論 を得た .
1 . I C G T に おい て p53蛋白お よ び mdm2蛋白 の発現を高頻
度 に認め た . p53遺伝子変異 は極め て稀 で あり , mdm2遺伝子
増幅よりも頻度が低か っ た .
2 . IC G T に おい てI N K 4a/A R F遺伝子異常 を高頻度 (15/21,
71.4 %) に認 め た . また , I N K 4a/A R F遺伝子異常 は , N G G C T
群よ りP G群 の 方が 高頻度であ っ た b=0.09).
3 , I C G T におい て p14
ARF蛋白か ら p53蛋白 に至 る 腫瘍抑制
経路 に関与す る蛋白を コ ー ドす る 遺伝子(I N K 4a/AR F遺伝子 ,
mdm2遺伝子 , p53遺伝子) の 異常 が , 極 め て 高頻度(17/21,
80.9 %) に認 め ら れ た .
以上 の 結 果 より , I C G Tの 組織由来 は, T G T と同 一 で ある こ
とが示唆さ れ た. また p14
A 即蛋白か らp53蛋白 に至る腫瘍抑制
経路 の 相 互 関係 の 生 理 的 バ ラ ン ス の 崩壊 が 腫瘍化 に関与 して い
る可能性 が示 さ れ た .
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A bstract
Intra c r a nialger mc elltu m o rs(I CGT) ar e u n c o mm on n e opla s ms ･ T he h istological ap pear anC e Of a nI C G T is
indistinguishable fro m that ofthe u su alte sticularge r m celltu m o r(TGT)･ Rece ntly, S eV e r alrepo rts hav e r elated m ole c ula r
abnor m alite sofp5 3and m dm2 in T G Tto the m align a n cy･ How e v
er,littleisknow n aboutthe se m ole c ula rabnor m alities a nd
the molecular m e Chanis m s re spo n sible fo rthe developm en t of I C G T･ W e an alyz ed a series of 21 I C G Ts(ge r min o m alO,
te rat om a7, yOlksac tu m o r2, Cho rio carcin o m a2)for p53and m dm2 ge ne alte r ation s, Pr O tein e xpressio n a nd I N K 4a/A R F
gene alter atio n s. Fifte e n(7 5 %) of 2 0 I C G Tre a cted with an a nti-p5 3a ntibody(D O 7), a nd l(4･8 %) of211 CGTs c a rried a
T P 53gene m utation . Sixte e n(80%)of 20 I C G Treacted with an a nti- m dm2 a ntibody(I F2), and 3(1 4･3%)of 21 I C G T
e xhibited mdm2 gene a mplific ation. Fiftee n(7 1.4%)of 2 1 I CGT displayed I N K 4a/A R Fgene alter ation s, including1 4
ho m ozy go u sdeletio n sa nd l fra m eshift mutatio n･ Thefrequ e n cy ofthe alte ratio n s w as highterin pur eger minom a s(9 0f lO,
90 %)thanin non -ge r min o mat ousge rm celltu m ors(6 0f l l,5 4･5 %)(p=0･09)･ Seve ntee n(80･9 %)of 2 1 I C G T displayedgene
alte r ation sin atlea st on eofthe thre ege ne s, T P53, mdm 2 a nd IN K 4a/A R F･ Thelo w frequen cy ofthe T P5 3ge n e m uta tion
compared withthe m dm2ge n ea mplific ation , a ndthe 丘equ e n cy ofe xpre s sio n o
fp53 a nd mdm 2protein s, are Similartoc a s e s
of T G T: It istemptlng tO SPe C ulatethatICGT mighthav ethe sam e c ellula ronglnS aS T G Twith abnor m alitiesin p5 3
and
mdm2, a ndthatabrogatio nofthe A R F
- mdm2-P53pathwayc ouldplayanim porta ntrolein the tu m omge n e si of IC G T･
